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論　文　内　容　要　旨
〔目　的〕
ヒト末梢血中の単球／マクロファージ（Mのは、免疫グロブリンIgGのFc部位に対するFc
γ－reCeptOr、および補体第3成分（C3）に対するC3－reCeptOrを介した旺盛な免疫貪食活性を
有する。この免疫貪食能の測定に、短時間に大量の細胞解析が可能なフローサイトメトリーの応
用を試みた。
〔方　法〕
1．ヒト末梢血単球の分離　ヘパリン加健常人静脈血よりプレート付着細胞成分を回収、10％
FBS加RPMl－1640に浮遊、24穴培養皿に2．5×105／Wellで分注後、一晩培養して解析に用い
た。2．感作蛍光粒子の調製　a・）BSA被覆蛍光粒子（B）FITC棟識ラテックスビーズ（¢＝
2．13〝m）500〝Iを洗浄後、炭酸緩衝液で5mg／mlに調整したウシ血清アルブミン（BSA）溶液
に浮遊、37℃で2時間接拝後、ゼラチン、CaC12、MgC12含シュクロース・ベロナール緩衝液
（pH7．3以下SGVB）にて洗浄後、SGVBに再浮遊した。b）IgG感作蛍光粒子（BA）このBSA
被覆粒子（B）をリン酸緩衝液（PBS）にて洗浄後、PBSで50倍希釈したウサギ抗BSA－IgGと
37℃、1時間さらに4℃で一晩反応しIgGの結合を得、SGVBに浮遊した。C）C3b感作蛍光
粒子（BACl、4b、2a、3b、BAC4b、3b）C3bの結合を得るために、C5およびC3binactivator
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（FactorI）の特異的阻害剤であるK－76C00Hを用いた。まず、AB型正常ヒト血清2mlと
SGVBに溶解した抗補体剤K－76COOH（9．09mM）6mlを0℃、一晩反応後、この処理血清に、
BA（2．0×108個／ml）1mlとK－76C00H溶液3mlを加え、30℃、50分間反応した。反応後、
SGVBで洗浄、浮遊した（BACl、4b、2a、3b）。さらに、このBACl、4b、2a、3bをゼラチン、
EDTA含ベロナール緩衝液で、37℃、3時間処理してBAC4b、3bを得た。また、C3欠損血清
を用いてC3－deficientBACを調製した。BAC1、4b、2a、3bに結合したC3bの確認は、粒子上
の蛋白をSDSにて可溶化、還元下10％SDS－PAGEの後、ニトロセルロース膜に転写しヤギ抗
ヒトC3抗体を用いて行った。3．ヒトC3の125Iによる標識　純化C3をラクトベルオキシダー
ゼ法によりNa125Iで標識した。4．検鏡法による貪食能の測定　サイトカラシンDの免疫貪食
におよぼす影響を検鏡法で確認した。ウサギIgG感作ウシ赤血球（EA）にK－76COOH処理血
清を反応してC3b感作赤血球（EAC）を調製し、単球と赤血球（EA、EAC）を1：30の比で
混合、60分間に単球200個に接着もしくは取り込まれた赤血球数を検鏡下に測定した05・ヱ
ローサイトメトリー　種々の濃度に調製した蛍光粒子を単球と混合し、37℃で一定時間培養し
た。一部の単球は、3〟MサイトカラシンD存在下に蛍光粒子と混合、培養した。反応後、細
胞をEDTA、NaN。含PBSにて洗浄後、EPICS－Cフローサイトメーターにて解析した。
〔結　果〕
BACl、4b、2a、3b上の蛋白の免疫blotによる解析では、C3bにcompatibleな105KDのa
鎖と70∬Dのβ鎖が確認された。また、125I－C3を用いた検討では、BACl、4b、2a、3b粒子上
に約25，000－30，000分子のC3の結合が得られていると考えられた。EA、EACを用いた検討では、
サイトカラシンDは、3〃MでEA、EACの取り込みを完全に抑制したが、一方、EA、EACの
接着に対しては抑制を示さず、逆にEAの接着は71．4→78．7、EACの接着は99．0→118．7と軽
度増加を示した。この結果より3〝MサイトカラシンD存在下の測定値は、ほぼ接着のみを反
映しているものと考えられた。EPICS－Cで得られたサイトグラム上、単球にゲートをかけ細胞
10，000個を解析した。ヒストグラム上の単球に取り込まれた蛍光粒子の数に応じてpeakを認め、
各peakの％の総和から％association（接着＋取り込み）、3〟MサイトカラシンDの存在下の
測定値を％attachment（接着）、および％associationと％attachmentの差を％ingestion（取
り込み）とした。同様に単球100個当たりに接着もしくは取り込まれた総粒子数をAssociation
Index、AttachmentIndex、およびIngestionIndexとした。各粒子の％association60分値およ
び％attachment60分値は、それぞれB：14．6％、9．5％、BA：32．5％、24．4％、BAC4b、3b：
66．9％、24．4％、BACl、4b、2a、3b：71．3％、28．7％であった。また、各粒子のAssociation
Index、AttachmentIndexの60分値は、それぞれB：17．4、12．0、BA：59．3、32．6、BAC4b、3
b：156．2、47．5、BAC1、4b、2a、3b：168．3、55．8であった。C3－deficientBACの貪食には、BA
の貪食と比較して明らかな元進は認められなかった。各粒子の％ingestion、IngestionIndexを
以上の測定値より求めると、％ingestion、IngestionIndexの60分値は、それぞれB：5．1％、
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5．4、BA：12．3％、26．7、BAC4b、3b：42，5％、108．7、BACl、4b、2a、3b：42．6％、112．5で
あった。
〔考　察〕
フローサイトメトリーによる免疫貪食活性の測定のために、非抗原性の蛍光粒子をまずBSA
で被覆し、さらに抗BSATIgGを反応させることにより、蛍光粒子表面に免疫的なIgGの結合を
得た。さらに、K－76C00HによりC5、FactorIを不括化した処理血清に、IgG感作蛍光粒子を
反応させることによりBACl、4b、2a、3bを調製した。K－76C00Hにより補体活性化経路のC5
step以降が阻害され、FactorIが阻害されているためC3bからiC3bの不活化も起こらず、補体
活性化経路の主に古典経路を介してIgG感作蛍光粒子上にCl、C4b、C2a、C3b複合体が形成さ
れる。この補体感作蛍光粒子の貪食は、単球のC3TreCeptOrのなかでも、特にC3bに特異的な
CRl（CD35）を介しているものと考えられる。また、フローサイトメトリーによる貪食能の測
定で問題となる取り込みと接着の鑑別もサイトカラシンDを用いることにより可能と考えられた。
〔結　論〕
感作蛍光粒子を用いることによりフローサイトメトリーによる迅速な、多検体の免疫貪食能の
測定が可能と考えられた。
学位論文審査の結果の要旨
従来、単球やマクロファージ（Mのの免疫貪食能の検査には、IgGやC3bで感作した動物
赤血球を抗原として用い、これを貪食する細胞を顕微鏡下に計測する方法が用いられてきた。こ
の方法は、検体の処理に時間を必要とし、また、細胞の貪食能と他の性状の同時測定には不便で
あった。本論文では蛍光色素標識ラテックスビーズを免疫学的に処理したものを抗原として用い、
貪食細胞をフローサイトメーターで解析する新しい食細胞機能検査法を確立した。この方法では、
まずFITC標識ラテックスビーズを血清アルブミン（BSA）で被覆して抗原とし、このBSA被
覆ビーズをウサギ抗BSA－IgGと反応させたものをIgG結合ビーズとした。また、このIgG結合
ビーズをK－76COOH処理正常ヒト血清と反応させて補体成分C3b結合ビーズとした。IgG結合
ビーズとC3b結合ビーズは、それぞれFcγ－reCeptOrとCRlを介した貪食能を検査するのに用
いられた。免疫処理ビーズの単球への接着と取り込みの鑑別にはサイトカラシンD処理法を用い
た。健康人の末梢血単球にこれらのビーズを加えて反応させた後フローサイトメトリーで貪食率
および貪食指数（100個の細胞に取り込まれた総粒子数）を解析したところ、BSA被覆ビーズで
はそれぞれ5．1％、5．4％であったのに対して、IgG結合ビーズで12．3％および26．7、C3b結合
ビーズでは、42．6％および112．5となり、IgGおよび補体C3bによるオブソエソ効果を定量化す
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ることができた。このフローサイトメトリーを用いた免疫貪食能の測定法を用いることにより短
時間に、多検体の解析が可能となり、更に免疫貪食能と他の細胞性状とのフローサイトメトリー
による同時解析も可能となった。
本論文のフローサイトメトリーによる免疫貪食測定法の開発は、種々の病態における単球／M
¢の免疫貪食能の測定を容易にし、免疫貪食活性を指標とする単球／M¢の研究に大いに貢献す
るものと考えられる。よって、本論文は博士（医学）の学位に値するものと考えられる。
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